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La presente invention concerne un procede pour la 
preparation de L-hydroxy-5 tryptophane (designe ci-apres en 
abrege par "L-5HTP") h partir d'hydroxy-5 indole par emploi d'un 
microorganisme . Plus precisement, l 1 invention concerne un pro- 
5 cede pour la preparation de L-5HTP a partir d f hydroxy-5 indole 
avec ou sans serine, ou l f on utilise un microorganisme qui est 
capable de former du L-tryptophane a partir d 1 indole et de 
serine • 

Le L-5HTP est un produit intermediaire du metabolisme 
10 extr§mement important, utilise dans le systeme metabolique a 
l'interieur du corps vivant qui realise la synthese d f hormone 
intracerebral du type amine, telle que la L-hydroxy-5 tryp- 
tamine (serotonine) ou la L-methoxy-5 tryptamine, a partir du 
L-tryptophane ♦ Recemment, le L-5HTP a ete considers avec un 
15 grand interet en tant qu r agent antidepressif et en tant que 
compose capable de manifester differents effets hormonaux et 
l f on a ressenti la necessite de mettre au point un procede 
permettant une preparation industrielle et economique de ce 
compose . . 

20 Permi les precedes mycologiques pour la preparation 

de L-5HTP, on a decrit un procede dans lequel le tryptophane 
est soumis a une oxyhydrogenation au moyen d'une enzyme, telle 
que la tryptophane-5 hydroxylase du Chromobacterium violaceum 
(C. Mitoma et al. : Arch. Biochem. Biophys., 53 122 -1956-) et 

25 un procede dans lequel l f hydroxy-5 indole est traite par une 

enzyme telle que la tryptophane synthetase de Claviceps purpurea, 
Cordyceps militaris ou. Aspergillus oryzae (S . Mutscher et al. : 
Arch. Pharm., 501 291 -1968-). Ces procedes, toutefois, n l ont 
pas donne satisfaction par leuis rendements et par d'autres in— 

30 convenients. Les procedes de S3mthese chimique ne sont pas 

economiques non plus. En consequence, le produit est necessaire- 
ment coQteux. 

Tl est egalement bien connu que l f enzyme tryptophane 
synthetase qui favorise la formation du L-tryptophane h partir 

35 de l 1 indole (les enzymes qui favorisent cette reaction sont gene- 
riquement appelees tryptophanes synthetases) est l-?rgement pre- 
sente dans bien des microorganismes tels que les bacteries, les 
levures, les actinomycetes et les moisissures. En portant at- 
tention au fait que l f on peut s f attendre a obtenir du L-5HTP 

40 a partir d'hydroxy-5 indole lors de 1' emploi des microorganismes 
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ci-dessus mentionnes, les inventeurs de la presente demande 
ont trouve certains microorganismes determines qui sont suscep- 
tibles de former du L-5HTP ?> partir d'hydroxy-5 indole avec un 
rendement eleve et ils sont ainsi parvenus a la conception du 
nouveau procede selon 1' invention permettant d 1 obtenir des 
rendements eleves de L-5HTP a partir d ' hydr oxy-5 indole. 

Un but de la presente invention est de fournir un 
nouveau procede pour obtenir du L-5HTP a partir d'hydroxy-5 
indole avec ou sans serine . 

Un autre but de 1' invention est de fournir un nouveau 
procede pour, obtenir du L-5HTP a l'echelle industrielle. et a 
faible prix de revient. 

D'autres objectifs et d 1 autre s avantages de l'inven- 
tion apparaitront * la lecture de la description qui suit. 
15 Ooniormeraent :>• In presente invention, un microorga- 

nisme qui est capable de produire du tryptophane a partir 
d» indole et de serine, est cultive dans un milieu contenant des 
sources de carbone, des sources d'azote, des sels mineraux et 
des aliments organiques en presence ou en l T absence d f hydroxy-5 
20 indole avec ou sans serine. Dans le premier cas, du L-5HTP est 
produit dans le milieu. Dans le. second cas, le microorganisme 
developpe est isole et mis en suspension dans une solution 
aqueuse contenant un phosphate laquelle on ajoute de l'hydroxy- 
5 indole avec ou sans serine. 
2 5 Les microorganismes utilisables selon la presente 

invention sont ceux qui, lorsqu'ils sont soumis a la methodede 
determination mentionnee ci-apres, peuvent conduire a au moins 
0,2 mg/ml de L-tryptophane. Le procede de determination (essai 
sur la force de l'activite enzymatique du tryptophane synthetase) 
30 est le suivant : 

Une preparation liquide contenant 2 mg/ml d 1 indole, 
2 mg/ml de L-serine, 100 mM de phosphate tampon a pH 8,0 et 
40 mg/ml de cellule d'essai congelee, est laissee a reagir pen- 
dant un laps de temps def ini . Puis une quantite definie du 

35 liquide reactionnel est developpee par chroma tographie sur 

papier et la fraction tryptophane est extraite a l'eau. Ensuite , 
I'extrait est soumis une determination colorimetrique selon 
le procede au xanthydrol (S. R. Dickman et al. : J. 2. c, 
220 957 -1956-) et la concentration en L-tryptophane est deter- 

40 minee sur une courbe normalisee. 
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De nombreux microorgani smes satisfont a I'essai d 1 ac- 
tivity enzymatique ci-dessus. 

De tels microorganismes sont largement repandus dans 
les bacteries, les levures, les actinomycetes et les moisissures. 
5 Parmi ces microorganismes, les bacteries sont celles qui appar- 
tiennent aux especes Coryne bacterium, urevibacterium, Micro- 
bacterium, Micrococcus, Bacillus, Flavobacterium, Agrobacterium, 
Aerobacter, Escherichia, Proteus, Pseudomonas, Protaminobacter , 
Erwinia, Arthrobacter , Serratia, Staphylococcus, Sarcina , 

10 Xanthomonas et Achromobacter . Des exemples de telles bacteries 
sont en particulier Corynebacterium sp. iro . 14001 (FERM-P lio. 
1048) ; Corynebacterium melassecola ATCC 17965 ; Brevibacterium 
ammoniagenes ATCC 6872 ; Microbacterium ammoniaphilum ATCC 
15354 ; Micrococcus luteus ATCC 21102 ; Bacillus subtilis ATCC 

15 14593 ; Flavobacterium arborescens ATCC 4358 : Agrocncteriura 

tumefaciens 1F0 3058 : Aerobacter aerogenes IFO 3317 ; Escheri- 
chia coli ATCC 9637 ; Proteus mirabilis IFO 3^349 ; Pseudomonas 
fragi IFO 3458 ; Protaminobacter albof lavus IFC 3707 ; Ti-rwinia 
carotovora IFO 3057 ; Arthrobacter globiiormis ATCC 8010 : 

20 Serratia marcescens IFO 3046 ; Gtaphylococcus citreus ATCC 4G12 ; 
Sarcina lutea ATCC 15176 ; Xanthomonas pruni IFO 3511 et Achromo- 
bacter petrophilum FARM— P 239. Parmi celles-ci, Corynebacterium 
sp. No. 14001 (FERI-l-P TTo. 1048) et Agrobacterium tumefaciens 
IFO 3053 sont les plus evantageusfis . Des e::emples de levures 

25 comprerment Hansenula a noma la IFC 011 3 : Candida petrophilum 

ATCC 20226 ; Prettanomyces petrophilum .ATCC 20224 ; Torulopsis 
petrophilum ATCC 20225 et Saccharomyces cerevisiae ATCC 7754. 
Des exemples d T actinomycetes comprerment IJocardia asteroides 
IFO 3384 et Streptomyces aureus ATCC 330 r . Comme exemples de 

30 moisissures on peut citer Penicillium chrysogenum ATCC 15241 et 
Aspergillus oryzae IFO 4075. 

Les souches Corynebacterium sp. No.- 14001 et Agro- 
bacterium tumefaciens, a titre d'exemple, peuvent produire du 
L- tryptophane en quant i te de 3,80 mg/ml et 3,75 mg/ml, respec- 

35 tivement, conf ormement ?■ 1? methode de del termination. 

Les microorganismes utili sables dans In presente 
indention ne sont pas limit^s e::clusivement ; ceu;: qui sont 
mentionnes ci-dessus, mais ils comportent egalement tous micro- 
organismes appartenant 7 . I'espece desdites souches et capables 

40 de produire du L-tryptophane h partir d f Indole et de serine. 
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Leurs variants et mutants sont egalement utilisables dans la 
presente invention. 

Parmi les microorganismes utilises selon la presente 
invention, Coryne bacterium sp. Ho. 14001 (FERH-P Ho. 1048) 
5 constitue une nouvelle souche, de sorte que les proprietes 
mycologiques de cette souche sont indiquees -ci-apres. 

1) Caracteristiques raorphologiques : 

Baguettes fines, 0,5 a 1,0 par 3,0 microns. Tres 
diverses dans leurs formes ; baguette droite, ramifiee, etc, 
10 non en mouvement . Gramme positif ♦ 

2) Etat de croissance : 

a) Bouillon de culture sur gelose en culot : crois- 
sance ondulee et surelevee ; circonf erence ondulee et vermilion 
pSle • 

15 b) Bouillon de culture sur gelose inclinee : crois- 

sance granuleuse et degre moyen. Aucun changement n'est observe 
dans le milieu ; vermilion p£le. 

c) Bouillon de culture liquide : croissance moyenne - 
avec legere turbidite . Un precipite se forme. 

20 d) Culture en milieu de gelatine : pas de liquefac- 

tion. 

e) Lait de tournesol : inchange. 

3) Proprietes physiologiques : 

a) Reduction des nitrates : observee. 
25 b) Formation d r indole : aucune . 

c) Formation d'hydrogene sulfure : legere . 

d) Formation d^mmoniac : observee. 

e) Essai VP : negatif . 

f) Essai I-jR : negatif. 

30 g) Hydrolyse de l'araidon : positive. 

h) Catalase : positive. 

i) Decomposition des saccharides : acides formes a 
pa rtir du glucose, du fructose, du mannose et du glycerol. Pas 
de production de gaz. 

35 j) Domaine de croissance ; pH 4,0 a 9,0, 20 a 40°C. 

En fonction de ce qui precede, on considere, conforme- 
ment au "Sergey's Manual of Determinative Bacteriology 7th ed.", 
que cette souche est l'une des souches qui appartiennent a 
l'espece Cor3mebacterium. Toutefois, la presente souche differe 

40 de Corynebacterium pseudotuberculosis dans son comportement a 
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la reduction par les nitrates et a d'autres reactions, bien 
qu'elle lui soit similaire par I'etat de croissance. De plus, 
la presente souche ne coincide pas avec Co ryne bacterium rauri- 
septicum du fait qu'elle ne se developpie pas en longs filaments. 
5 Ainsi, Corynebacterium sp. Ko. 14001 (FERM-P No. 1048) est une 
nouvelle souche. 

Cette souche est deposee au "Fermentation Research 
Institute, Agency of Industrial Science and Technology, Chiba 
City, Japon" sous la reference FERM-P No. 1048. Cette souche 
10 est egalement deposee au Departement de 1 ' Agriculture des Etats- 
Unis au "Northen Regional Research Laboratory" a Peoria, Illi- 
nois, Etats-Unis d'Amerique, ou elle a regu la reference NRRL 
3-5395. 

Le milieu utilise seion la presente invention est 

15 constitue de sources de carbone , de sources d 1 azote, de sels 
mineraux, de matieres nutritives organiques naturelles, etc, 
qui sont preferees en vue d'une croissance favorable du micro- 
organisme utilise et d f une production reguliere de L-5KTP. Des 
exemples de sources de carbone sont le glucose, le fructose, le 

20 sucrose, le rnannose, l'amidon, le sorbitol, le glycerol, les 
alcools, l'acide acetique et l'acide citrique . Ces sources de 
carbone peuvent §tre utilisees soit seules soit par combinaison 
de deux d'entre elles ou plus. La quantite des sources de car- 
bone n f est pas essentielle mais elle est de preference comprise 

25 entre environ 1 et 10. (poids/volume) . Les sources d'azote sont 
par exemple 1 'ammoniac, l'uree, le sulfate d' ammonium, 1 'acetate 
d 'ammonium, le nitrate d 'ammonium et le nitrate de sodium. Ces 
sources d'azote peuvent egalement §tre utilisees soit seules 
soit par combinaison de deux ou plus. Les sels mineraux sont 

30 par exemple les sels de sodium, de potassium, de magnesium, de 
manganese, de fer ou de calcium, de l'acide phosphorique ou de 
l'acide chlorhydrique . Des exemples de matieres nutritives 
organiques qui favorisent le developpement de la ^souche utilisee 
comprennent la peptone, les extraits de viande , une liqueur de 

35 maceration de ble (corn steep liquor), des acides casamino, des 
extraits de levure et de la farine de soja . En outre, une faible 
quantite de vitamines ou d'acides nucleiques peut §tre incor- 
poree dans le milieu de culture . 

Pour la reaction de formation du L-5HTP, on ajoute le 

40 produit de depart, c'est-a-dire l'hydroxy-5 indole seul ou avec 
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de la serine. La serine peut Stre soit sous forme L soit sous 
forme DL. L 'addition est effectuee de la raani&re suivante . 

Un premier mode consiste h ajouter le produit de 
depart directement dans le milieu pendant que la culture est 
5 effectuee. La formation de L-5HTP est realisee simultanement 
avec la croissance du microorganisme . Le second mode consiste 
:\ raettre en suspension dans une solution aqueuse de phosphate 
des cellules dej^ developpees qui ont ete obtenues par culture 
du microorganisme dans le milieu ci-dessus mentionne et isola- 

10 tion, puis y a.-jouter le produit de depart. Dans ce second 
mode on peut remplacer les cellules vivantes par des cellules 
seches souraises h un traitement de cryodessication, des cellules 
broyees, des cellules traitees par les ultrasons ou des cellules - 
traitees par un solvant tel que 1 'acetone , l'ethanol, le toluene, 

15 etc. Les quantites d'hydroxy-5 indole et de serine a incorporer 
ne sont pas essentielles, mais elles sont de preference de 
I'ordre de C,02 a 2,0 g/dl chacune . Elles peuvent etre incor- 
porates soit en une seule fois soit par additions successives. :. 

La culture peut gtre effectuee, selon le microorganisme 

20 utilise, par une culture avec agitation ou avec introduction 

d'air dans des conditions aerobies, ou par une culture au repos . 
Le pH pendant la culture avant l'addition d f hydroxy-5 indole 
est de preference compris entre 4 et 9. La temperature de cul- 
ture est comprise entre 20°C et 40°C et de preference entre 25 °C 

25 et 35 °C Apres 1* addition d f hydroxy-5 indole, le pH est de pre- 
ference compris entre 7 et 10 et la temperature entre 25 °C et 
40°C. Quel que soit le mode d f incorporation choisi, on peut 
utiliser n T importe quel agent de neutralisation connu, tel que 
1' ammoniac, la soude, la chaux, le carbonate de calcium et 

30 I'acide chlorhydrique corame agent de neutralisation pour le 
reglage du pH. Le temps de culture ou le temps de reaction 
varie en fonction du mode d f addition du produit de depart, de 
la concentration du produit de depart ajoute et du type de 
souche utilise. Toutefois, d f une maniere gone rale, le L-5HTP se 

35 forme en un temps de 1 a 5 jours. Selon 1 ! invention, 0,03 a 

1,0 g/dl de L-5HTP peut §tre accumule dans la liqueur de culture 
(ou dans le liquide de reaction). Le L-5HTF ainsi accumule peut 
§tre isole conformement a un procede connu en soi. Ainsi, le 
L-5HTP est absorbe sur du charbon actif ou sur une resine 

40 echangeuse d f ions telle que la resine Dowex-1 (CII^COO"), elue 
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par un solvant organique tel que l f ethanol chauci ou par une 
solution aqueuse d f acide acetique, concentre puis recupere par 
addition d'un alcool inferieur tel que par exemple l f ethanol. 

Selon l f invention, 1 1 identification du L-5HTP est 
ef lectuc e en identifi-nt le L-tryptophane selon le procede au 
Xanthydrol dejr ; menzionne. 

L 1 invention est illustrce en dctr.il ci— apres dans des 
exemples de mise en oeuvre particuliers - Sauf indication con- 
traire, tous les pourcentages sont exp rimes en poids par unite 
de volume . 
Exemple 1 : 

Le microorganisme Corynebacterium cp . IIo. 14001 
(FERM-P No. 1048 : NRRL B-5395) est injecte dans unflacon a 
agitation contenant 50 ml d'un milieu aqueux (pH 7,0) constitue 
de 1,0 de peptone, 1,0 X d f extrait de viande , 0,4 de chlo- 
rure de sodium et 0,1 * d'extrait de levure, ou il est cultive 
avec agitation * 30°C pendant 24 heures. Les cellules obtenues 
sont ensuite recueillies et mises en suspension dans GO mi-I 
d'une solution tampon de phosphate (pH 8,5)* A la suspension 
ainsi obtenue on ajoute 40 mg d* hydroxy— 5 indole, 40 mg de 
L-serine et 120 mg de glucose. Apres avoir complete le volume 
total de la suspension a 20 ml par addition d'eau, la suspen- 
sion est laissee sous agitation a 30°C pendant 16 heures. La 
quantite de L-5HTP finalement ac.cumulee dans le liquide de 
reaction est de 2,94 mg/ml. 

Le liquide de reaction est chauffp et les cellules 
en sont elirninees. Le liquide surnageant est traite dans une 
colonne a charbon actif jusqu f *h absorption du L-5HTP. On ajoute 
alors une solution aqueuse d'ethanol chaude pour eluer le 
L-5HTP. La solution est condensee sous pression reduite pour 
isoler le L-5HTP. Rendement : 55 mg. 

Par oilleurs, on efi'ectue la meme reaction que ci- 
dessus pendant 32 heures, mais en ef^ectuant trois additions 
de 20 mg d' hydroxy- 5 indole et de 20 mg de L-sdrine respective- 
ment u la Seme heure , la I6eme heure et ^ la 24ume heure 
apres le debut de la reaction. Dans ce cas la quantite de 
L-5KTP accumulee est de 7,01 mg/ml. 
Exemple 2 : 

Chacun des microorganismes indiques dans le tableau 1 
est injecte dans un flacon a agitation contenant 50 ml d'un 
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milieu aqueux (pH 7,0) presentant la composition suivante : 
3 % de glucose, 0,6 d'uree, 0,3 % de peptone, 0,3 >5 d'extrait 
de levure, 0,1 -;i KH^, 0,1 K.,HP0 V 0,05 MgSO, .7H-0 et 
0,001 ftaS0 4 .4H 2 0. La culture est effectuee avec agitation h 
30°C. A la 32eme heure apres le debut de la mise en culture, 
on ajoute au milieu 1,0 mg/ml d'hydroxy-5 indole et 2,0 rag/ml 
de DL-serine et la culture est poursuivie pendant encore 
24 heures. On obtient les quantites de L-5HTP formees dans ce 
milieu qui sont indiquees dans le tableau 1 ci-apres. La sepa- 
ration est effectuee comme indique dans l'exemple 1. 

Tableau 1 

L— 5HTP 

Microorganisme (mg/ml) 
Coryne bacterium melassecola ATCC 17965 0 3g 

15 Brevibacterium ammoniagenes ATCC 6872 0 25 

Microbacterium ammoniaphiluni ATCC 15354 0 37 

Micrococcus luteus ATCC 21102 ^ 
Bacillus subtilis ATCC 14593 * 0 ^ 

Flavobacterium arborescens ATCC 4358 0 60 

20 Aerobacter aerogenes IFO 3317 0 

Escherichia coli ATCC 9637 0 61 

Proteus mirabilis IFO 3849 0*46 
Pseudoraonas Tragi IFO 3458 o'so 
Protaminobacter alboflavus IFO 3707 0 51 

25 Erv/inia carotovora IFO 3057 0 g 1 

Arthrobacter globif ormis ATCC 8010 0 2 6 

Serratia marcescens IFO 3046 0 52 

Staphylococcus citreus ATCC 4012 0 27 

Sarcina lutea ATCC 15176 0 42 

30 Achromobacter petrophilum FAPJ-I-P 239 0 50 

Xanthomonas pruni IFO 3511 0 ^ 2 

Nocardia asteroides IFO 3384 0*56 
Streptomyces aureus ATCC 3309 0 2 o 

Penicillium chrysogenum ATCC 15241 0 27 

35 Aspergillus oryzae IFO 4075 0^30 
Exemple 3 : 

Chacun des microorganismes indiques sur le tableau 2 
est injecte dans un flacon J? agitation contenant 50 ml d'un 
milieu aqueux (pH 6,5) presentant la composition suivante : 
5,0 de glycerol, 0,2 NH^NO^, 0,2 % d'uree, 0,1 d'extrait 
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de levure, 0,1 \: KH 2 P0 4 , 0,1 >S K 2 HP0 4 , 0,05 >* MgS0 4 .7H 2 0, 0,01 % 
NaCl, 0,001 FeS0 4 .7H 2 0 et 1,0 CaCO^ La culture est effectuee 
avec agitation a 30°C. A la 24eme heure apres le debut de la 
mise en culture, on ajoute 1,5 mg/ral d'hydroxy-5 indole et la 
5 culture est poursuivie pendant encore 24 heures pour accumuler 
ie L-5IITF dans la liqueur de culture, hv. quantit?5 de L-5HTP 
accumule est celle indiquee dans le tableau 2. La solution est 
traitee comme dans l f exemple 1 . 

Tableau 2 

10 Kicroorganisme L-5HTP 

(mg/ml) 

Hansenula anomala IFO 01 1S 0,59 
Candida petrophilum ATCC 20226 . 0,38 
Brettanomyces petrophilum ATCC 20224 0.37 
15 Torulopsis petrophilum ATCC 20225 0,26 

Saccharomyces cerevisiae ATCC 7754 0,28 
Exemple 4 : 

On repete la procedure de 1' exemple 1, si ce n'est 
que le surnageant d'un liquide de cellules souraises a un trai- 
20 teraent par les ultrasons (10 KC, 10 min.) est utilise comme 
source d* enzymes pour obtenir 0,32 m^/ml de L-5HTP . 
Exemple 5 : 

Le microorganisme Agrobacterium tumei'aciens IFO 3058 
est sourais ^ Is meme culture que cVms l f exemple 2. Au moment de 
25 la 32eme et de la 4Seme heure apres le debut de la raise en 
culture, on ajoute 1,0 mg/ml d 1 hydroxy-S indole et 2,C mg/ml 
de DL-scrine et la culture est poursuivie pendant encore 12 heu- 
res pour obtenir 2,48 mg/ml de L-5HTP, La separation est effec- 
tuee conf ormement ?. I 1 exemple 1. 
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REVENDICATIONS 

1 . Procede pour la preparation de L-hydroxy-5 trypto- 
phane, caracterise en ce qu'il comporte la culture d f un micro- 
organisme capable de produire du L-tryptophane a partir d' indole 
et de serine dans un milieu de culture conternant des sources de 

5 carbone , des sources d' azote, des sels mineraux et des matieres 
organiques nutritives et la mise en contact des cellules avec 
de l T hydroxy-5 indole eventuellement en melange avec de la 
serine . 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en 

10 ce que le microorganisrae produit au raoins 0,2 mg/ml de L-trypto- 
phane selon I'essai d'activite enzymatique de tryptophane syn- 
thetase, 

3. Procede selon la revendication 1 ou 2, caracterise en 
ce que le microorganisme est choisi parmi : 

1 5 a) les bacteries appartenant aux especes Corynebac- 

terium, 2revibcicterium f Microbacterium, Micrococcus, Bacillus, ^ 
Flavob,:cv.erium, Agrobacterium , Aerobacter, Escherichia, Proteus, 
Pseudomonas, Frotaminobacter, Erwinia , Arthrobacter , Serratia, 
Staphylococcus, Sarcina, Xanthomonas et Achromobacter ; 

20 b) les ievures appartenant aux especes Hansenula , 

Candida, Erettanomyces , Torulopsis et Saccharomyces ; 

c) les actinomycetes appartenant aux especes Hocardia 
et £ trerrtomyces ; 

d) les moisissures appartenant aux especes Penicillium 
25 et Aspergillus. 

4. Procede selon la revendication 1 ou 2, caracterise 
en ce que le microorganisme est choisi parmi Corynebacterium 
sp. No. 14001 (FERM-P No. 1048) ; Corynebacterium melassecola 
ATCC 17 965 ; Brevibacterium ammoniagenes ATCC 6872 ; Micro- 

30 bacterium ammoniaphilum ATCC 15354 ; Micrococcus luteus ATCC 
21 1C2 : Bacillus subtilis ATCC 14593 ; Flavobacterium arbores- 
cens ATCC 4358 ; Agrobacterium tumefaciens IPO 3C58 ; Aerobacter 
aerogenes IF0 3317 ; Escherichia coli ATCC 9637 ; Proteus mira- 
bilis IF0 3849 ; Pseudomonas fragi IF0 3458 ; Protaminobacter 

35 alboflavus IF0 3707 ; Erwinia carotovora IF0 3057 ; Arthrobacter 
globiformis ATCC 8010 ; Serratia Marcescens IFO 3046 ; Staphy- 
lococcus citreus ATCC 4012 ; Sarcina lutea ATCC 15176 ; Xantho- 
monas pruni IFO 3511 ; Achromobacter petrophilum FARM— P 239 ; 
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Hansenula anomala IFO 0118 ; Candida petrophilum ATCC 20226 ; 
Brettanomyces petrophilum ATCC 20224 ; Torulopsis petrophilum 
ATCC 20225 ; Saccharomyces cerevisiae ATCC 7754 ; Nocardia 
asteroides IFO 3384 ; Streptomyces aureus ATCC 3309 ; Penicil- 
lium chrysogenum ATCC 15241 et Aspergillus oryzae IFO 4075. 

5- Frocede selon l T une quelconque des revendications 
1 .\ 4, caracterise en ce que l f on ajoute a un milieu de culture 
l ? hydroxy-5 indole eventuelleraent en melange avec de la serine 
et en ce que l'on poursuit la culture. 

6. Procede selon l'une quelconque des revendications 
1 a 4, caracterise en ce que l'on interrompt la culture pour 
isoler les cellules et en ce que les cellules sont mises en 
suspension dans une solution aqueuse contenant de l r acide phos- 
phorique a laquelle l'on ajoute l'hydroxy-5 indole ou son 
melange avec de la serine, 

7. Frocede selon la revendication 5 ou 6, caracterise 
en ce que l f hydroxy -5 indole ou son melange avec de ia serine 
est incorpore en une seule fois ou par additions successives . 

8. Procede selon l'une quelconque des revendications 
1 a 7, caracterise en ce que la culture est effectuee apres 
addition d' hydroxy -5 indole- a un pH de 7 a 10 et a une tempe- 
rature de 25 °C h 40 °C. 

9. Procede selon l'une quelconque des revendications 
1 o 8, caracterise en ce que i 1 hydroxy -5 indole et eventuelle- 
ment la serine sont ajoutes chacun en quantise comprise entre 
0,02 et 2,0 g/dl. 



